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@ Complexes macropotycyciiques de terres rares-et application h Mtre de marqueurs fluorescents. 



@ La pr6sente invention concerne. k titre de marqueurs 
de produits blologiques dans les m6thodes de detection et 
de determination immunologiques par fluorescence, des 
complexes macropolycycliques de terres rares constitu6s 
d'au moins un sel de terre rare complex6 par un compos6 
macropolycyclique de formule g6n6rale: 



p^rieure k celle du niveau 6missif de Tion de terre rare com- 
plex6. 




dans laquelle Z est un atome ayant 3 ou 4 valences. R est rien 

Oou repr^sente Thydrog^ne, ie groupe iiydroxy, un groupe 
amino ou un radical hydrocarbon^, les radicaux bivalents (S>. 
00 ® et ® sent ind^pendamment Tun de I'autre des chaines 
^ hydrocarbon6es qui contiennent 6ventuellement un ou plu- 
sieurs h6t6roatomes et sent 6 ventuel lament interrompues 
O P^r un h6t6romacrocycle, au moins I'un des radicaux (S). ® 
ou ® comportant de plus au moins un motif moi6culaire ou 
6tant essentiellement constitu6 par un motif moldculaire. 
Ill led it motif mol^cufatre possedant une Anergic de triplet su- 
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Co mplexes macropolycycliques de terres rares e t application 5 titre 
de marqueurs f luorescents > 

La presente invention, qui rgsulte de travaux effectuSs 
en collaboration avec le Professeur J.M. LEHN et son equipe de re- 
5 cherche de l*Universite Louis Pasteur de Strasbourg, concerne le 
domaine de la fluorescence et plus particulierement des complexes 
macropolycycliques f luorescents, qui conviennent notamment comme 
marqueurs dans les dosages immunologiques . 

II est connu que les methodes de detection utilisant 

10 la fluorescence sont intrinsequement tres sensibles et pourraient 
permettre des limites de detection inf erieures a celles atteintes 
par des mesures de radioactivite, en particulier par 1 'utilisation 
de sources Laser (I. Wieder Immunofluorescence and related staining 
techniques, 1978, Elsevier). 

15 Cependant, dans la pratique, ces limites de detection 

ne sont pas atteintes car la mesure s'effectue dans une matrice qui 
ne presente pas les qualites requises pour atteindre cet optimum* 
En general, le milieu de mesure est trouble et favorise la diffusion, 
et d'autres molecules f luorescentes S la meme longueur d'ondes peu- 

20 vent etre presentes dans le milieu de mesure. 

Dans certains cas, les ameliorations apportees h I'ap- 
pareillage de mesure ne suff isent pas a ameliorer de f a^on sensible 
cette limite de detection ou sont tres couteuses (Laser, monochro- 
mateurs, etc.)* 

25 Cet etat de fait est encore plus genant dans le domaine 

de la biochimie et de 1' immunologic ou la mesure de tres petites 
quantites de molecules actives doit s'effectuer dans des milieux 
biologiques qui peuvent presenter un trouble ou contenir des pro- 
teines ou autres molecules elles-memes f luorescentes (trouble et 

30 fluorescence intrinseque du sSrum) . 

Dans les dosages immunologiques utilisant un traceur 
fluorescent, et lorsque l*on marque I'antigene ou I'anticorps avec 
la molecule f luorescente, celle-ci doit posseder les proprietSs 
suivantes : 

35 - elle doit posseder une fonction chimique permettant un couplage 

avec la molecule biologique sans la denaturer ni modifier ses 
proprietes immunologiques ; 
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- le coefficient d' absorption molaire de la molecule fluorescente 
doit etre le plus eleve possible ; 

- le rendement quantique de fluorescence doit etre le plus eleve ; 
" le deplacement de Stokes doit etre le plus important possible ; 

5 " la longueur d'onde d 'emission doit etre si possible superieure 

a 500 nm; 

- elle doit etre soluble dans l*eau ou les solutions tampon, Ces 
conditions sont precisees par exemple dans 1' article de E- SOINI 
dans Clin* Chem. 25, 353 (1979). 

10 Or les molecules connues jusqu'a present sont loin de posseder 

toutes ces qualites. 

La fluorescence de certains chelates de terres 
rares est connue depuis de nomb reuses annees grace aux travaux con- 
cernant leur application dans le domaine des lasers (A.P.B- SINHA 
15 Spectroscop Inorg Chem* 255 (I97I)). 

Ces complexes sont formes : 

- d'une part d'une molecule chelatante 
possedant un systeme electronique capable de peupler I'etat triplet 
Tj par conversion inter-systeme apres excitation de I'etat singulet 

20 Sj suite a 1' absorption d*energie lumineuse ; 

- d' autre part d*un ion de terre rare, qui dans 
le cas des applications de fluorescence possede une forte intensite 
de fluorescence d*ion (Eu, Tb) ou une intensite moyenne (Sm, Dy) 

et dont le niveau resonant est peuple par transfert d*energie non 
25 radiative a partir de I'etat triplet du complexant* 

Pour obtenir une forte fluorescence du chelate 

de terre rare il faut que I'energie triplet de la molecule 

complexante soit superieure a celle du niveau resonant de I'ion et 

que sa duree de vie soit suffisante (preponderance de ce type de 
30 desactivation vis-a-vis d'autres processus, tels que phosphorescence 

et desactivation non radiative, par exemple thermique). 

Dans ce cas^ apres excitation dans la bande 

d' absorption du chelate on observe une fluorescence caracteristique 

de l*ion de terre rare. 
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Ces composes possedent de grands avantages dans le 
domaine de la detection par mesure de fluorescence ; par exeniple 
ils sont caracterises par : 

- un deplacement de Stokes important , 

5 " un coefficient d' absorption molaire e eleve par rapport a celui 

de la terre rare , 

- une possibility de detection simultanee de plusieurs chelates 
en changeant la terre rare , 

- un spectre d 'emission caracteristique de la terre rare 
10 (spectre de raie, X d' emission maximale > 500 nm) , 

- duree de vie longue (de la microseconde a la milliseconde) , 

Le brevet US 4 058 732 decrit une methode de 
spectroscopic analytique par fluorescence mettant en oeuvre des 
molecules f luorescentes (chelates de terres rares) ayant une duree 

15 de vie relativement longue, Etant donne que la diffusion due 

aux particules de la matrice et que la fluorescence de la plupart 
des molecules organiques qui la composent sont des phenomenes de 
courte duree de vie (generalement inferieurs a liisec.) on preconise 
dans ce brevet une excitation pulsee et un chelate de terre rare 

20 f onctionnalise pour marquer les molecules biologiques a identifier, 

la detection s'effectuant entre chaque pulsation et apres \m 
temps suffisamment long pour que les phenomenes non souhaites aient 
diminue de fagon subs t ant ielle. 

Selon I'art anterieur cite ci-apr6s, les 

25 chelates de terres rares presentent theoriquement toutes les 

conditions pour constituer une classe de molecules f luorescentes 
ideales, en particulier a titre de marqueurs pour les molecules 
biologiques dans les dosages immunologiques, en cytologie et 
pour les trieurs de cellules : 

30 - brevet US 4 058 732 

- SOINI Clin, Chem» 25 353 (1979) 

- LM VALLARINO et al. in Automation of Uterine Cancer 
Cytology 2 Proceeding of 2nd Int. Conf., GL WIED, G.F. 
GAHR, PH. BARTEL Editors Tutorials of Cytology Chicago 

35 LL 1977. 
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Or, dans la pratique on constate que les 
chelates utilises jusqu*a present ne presentent pas toutes les 
qualites suivantes exigees par ces applications, qui sont principa- 
lement : 

- un rendement quantique de fluorescence et un coefficient d 'ab- 
sorption molaire elevSs, 

- une energie Triplet du chelatant adaptee, 

- une non-inhibition par le solvant (eau ou autre) ou par des 
molecules presentes dans le milieu ou s'effectue la mesure, 

" une facilite de la fonctionnalisation en vue d'un couplage sur des 
molecules d'interet biologique ou autres, 

- une selectivity de la chelation en faveur de la terre rare et aux 
depens d'autres cations qui peuvent se trouver en quantite 
importante dans le milieu de mesure, 

- une solubilite dans I'eau dans les conditions d 'application des 
dosages immunologiques, 

- une grande stabilite en particulier a faible dilution. 

Les chelates de g-dicetones dScrits dans le 
brevet US 4 048 732 ne sont que peu ou pas solubles dans I'eau 
et les milieux biologiques et leur fluorescence est inhibee en 
grande partie par I'eau. 

D'autres chelates ont ete proposes corame 
marqueurs dans des dosages immunologiques ; on pent citer 
notamment les chelates derives d'EDTA, FEDTA et DTPA , 
d'imidodiacetate et similaires decrits par exemple dans : 
Proc* Nat. Acad. Sci- USA 72 4764 (1975), le brevet US 4 374 120 
et dans les demandes de brevets EP-A-0068875 et DE-OS 3 033 691. 
Leur efficacite est supposee provenir de la valeur elevee de leur 
constante de stabilite en general superieure a 10^^. 

Un tel critere, base uniquement sur des 
considerations thermodynamiques,n'est certainement pas suffisant 
puisqu'il a ete montre qu'il se produit une augmentation de la 
duree de vie d'un complexe Tb (III) EDTA par addition d'apotrans- 
fgrine (Biochem. 19^, 5057, 1980), caractgristique d'une liaison 

proteine — chelate. 
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Recemment , il a ete conseille, lors de 1 'utilisation 
de inarqueurs du type Eu(III) EDTA, tels que ceux decrits dans le 
brevet US 4 374 120, d'utiliser an tampon contenant du DTPA pour 
eliminer 1^ europium libre qui s'est dissocie du chelate, ce qui 
5 prouve bien 1' instability de tels chelates (Clin. Chem. 29, 60, 
1983). 

Get etat de I'art anterieur montre que les chelates 
de terres rares mis en oeuvre jusqu'3. present ne sont pas utilisables 
a faible dilution dans des milieux aqueux contenant d'autres cations 

10 ou dans des milieux biologiques et en particulier dans les dosages 
immunologiques et qu'il convient de tenir compte des criteres, tels 
que la stabilite cinetique (vitesse de dissociation du complexe) et 
la selectivite de la complexation de la terre rare. 

On notera d^ailleurs que la plupart des chelates de 

15 I'art anterieur ont trouve, grace a leur constante de formation 

elevee (en general > a 10^^) une application en imagerie y technique 
dans laquelle on utilise des ions lourds emetteurs 7 de duree de 
vie relativement faible, obtenus en solutions aqueuses diluees. La 
fixation de I'ion doit alors s'effectuer rapidement sur la molecule 

20 d'interet biologique portant le chelatant ; en particulier la vi- 
tesse de formation du chelate doit etre elevee : 

h 

L + n EDTA *- L (EDTA) 

< n 

k-1 

25 kj et k-1 etant respectivement les constantes de vitesse de for- 
mation et de dissociation ; a I'equilibre on a : 

k, L (EDTA) 

K= -J— = S_ 

k-1 [l] [edta]"" 

30 Pour les complexes utilises jusqu'E present, et 

pour les raisons evoquees ci-dessus, on a toujours utilise des 

22 

chelates permettant d'ob tenir une valeur de kj Elevee (j==l,9 10 

-1 -1 3+ 
M min pour Eu EDTA - voir J. inorg. nucl. Chem. 1971, 33 

p. 127]. II en resulte qne pour une valeur donnee de K la constante 

35 de vitesse de dissociation est relativement importante, ce qui 
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signifie que la vitesse d'echange de I'ion entre le chelate et la 
solution est relativement rapide. 

On a maintenant trouve des complexes macropolycycli- 
ques de terres rares qui possedent d'excellentes proprietes de 
selectivity et de stability, notainment de stabilite cinetique dans 
les milieux aqueux et les milieux biologiques. Ces complexes macro- 
polycycliques conviennent particulierement bien comme marqueurs 
f luorescents de substances biologiques dans des techniques de detec- 
tion ou de determination immunologiques par fluorescence. lis sont 
egalement appropries comme reactifs dans des reactions de luminescenc 

On a en effet trouve qu'il etait possible d'exalter 
la fluorescence d*un ion de terre rare en solution aqueuse en com- 
plexant celui-ci a I'aide d'un compose macropolycyclique possedant 
un motif domaeur d'energie triplet superieure 3. celle du niveau 
emissif de I'ion de terre rare et en excitant le motif donneur. 

Alors que 1' excitation d'un ion de terre rare produit 
une tres faible fluorescence etant donne que les terres rares posse- 
dent en general des coefficients d' absorption molaires e faibles, 
1 'excitation du motif donneur du compost macropolycyclique d§fini 
ci-apres permet d'obtenir une exaltation de la fluorescence carac- 
teristique de I'ion de terre rare. Les complexes de terres rares 
ainsi formes sont d'excellents marqueurs f luorescents , qui de plus 
sont des composes stables en milieu aqueux, doues d'une tres grande 
selectivite vis-a-vis des ions terres rares. 

Contrairement aux chelates de I'art anterieur, 
caracterisSs par une constante de formation Slevee, les complexes 
de terres rares selon 1' invention possedent, coimne caracteristique 
essentielle, une stabilite cinetique elevee (faible vitesse de 
dissociation). Cette caracteristique est d'autant plus importante 
que les solutions biologiques utilisees dans les methodes de 
detection et de determination immunologiques contiennent en general 
des proteines capables elles aussi de fixer I'ion terre rare. Par 
contre la vitesse de formation des complexes de 1' invention n'est 
pas critique. La complexation de I'ion terre rare d'une part et 
le couplage du complexe obtenu sur la molecule biologique d 'autre 
part peuvent etre rSalisgs separement. II en resulte que la 
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10 



complexation de I'ion terre rare selon 1' invention pent etre realisSe 
dans des conditions non biologiques (utilisation de solvants orga- 
niques, apports d*energie possibles, temps, etc) 

Sous un premier aspect, la presente invention conceme 
done 1' utilisation, 5 Litre de marqueurs f luorescents, notaniment 
dans les methodes de detection et de determination immunologiques , 
de complexes macropolycycliques de terres rares qui sont constitues 
d*au mo ins un sel de terre rare complexe par un compose macropoly- 
cyclique de formula generale : 




R - Z<r (b ) -^Z - R 



dans laquelle Z est un atome ayant trois ou quatre valences, tel 
que 1 'azote, le carbone ou le phosphore, R est rien ou represente 

15 I'hydrogene, le groupe hydroxy, un groupe amino ou un radical hydro- 
carbone, les radicaux bivalents (a), (b^ et (c^ sont indepen- 
damment I'un de 1* autre des chaxnes hydrocarbonees qui contiennent 
Sventuellement un ou plusieurs heteroatomes et sont eventuellement 
interrompues par un heteromacrocycle, au moins I'un des radicaux 

20 , (b) ou (c^ comportant de plus au moins un motif moleculaire 

ou etant essentiellement constitue par un motif moleculaire, ledit 
motif moleculaire possedant une energie de triplet superieure a 
celle du niveau emissif de I'ion de terre rare complexe, 

Selon un autre aspect, 1' invention concerne egale- 

25 ment un procede d' exaltation de fluorescence d'un ion de terre 

rare, qui consiste S complexer au moins un ion de terre rare avec 
un compels macropolycyclique, tel que defini ci-dessus possedant 
un motif moleculaire donneur d 'energie triplet superieure a 
celle du niveau emissif de I'ion de terre rare et a exciter 

30 le complexe ainsi forme a la longueur d'onde d 'absorption dudit 
motif donneur. complexes de terres rares definis ci-dessus 
sont des composes nouveaux a 1 'exception des complexes d 'europium 
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et de terbium obtenus avec le compose macropolycyclique de fomnule 
ci-apr&s : 




R= H ou NH^ 



Ainsi la presente invention concerne Sgalement 
a titre de composes nouveaux les complexes de terres rares cons- 
titues d'au moins un sel de terre rare complexe par compose macro- 
polycyclique de formule I ci-dessus a la condition que, lorsque le 
10 sel de terre rare est un sel d' europium ou de terbium, Z est 1 'azote, 
(a) est -(CH2)2-0-CgH^R-0-(CH2)2"- avec R=R ou NH^, (b) et (c) ne 
sont pas simultanement I'un le radical -(CH2)2"^*(^^2^2"^~^^^2^2" 
et 1' autre le radical -(CH2)2"-0-(CH2)2-- 

Les cbaxnes hydrocarbonees qui constituent les 
15 radicaux , (b^ et (c^ peuvent contenir 2 atcmies de carbone ou 

plus et etre eventuellement interrompues par un ou plusieurs hetero- 
atomes choisis parmi les atomes d'oxygene, de soufre ou d'azote. 

Les chaiiies hydrocarbonees pref erees aux fins de 
1' invention sont les cbaxnes de polyethers^ en particulier les 
20 chaxnes oxySthylenees ou polyoxyethylenees • 

Le motif molSculaire, qui constitue un element 
essentiel du compose macropolycyclique selon 1' invention, est motif 
donneur d'energie triplet^ composS de molSculcs ou de grouper de mole- 
cules possedant une energie de triplet superieure a celle du niveau emis- 
25 sif de I'ion de terre rare complexe. 

Le transfert d'Snergie s'effectue depuis le niveau 
triplet du motif donneur vers I'un des niveaux emissifs de la terre 
rare complexee^Par exempl-e 1 'europium poss^de les niveaux gmissifs 

a 17270 cm"* ; ^D, a 19030 cm" et eventuellement et le 
0 *■ _j 2 

30 terbium le niveau emissif 3. 20480 cm • 
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Les motifs donneurs d'energie triplet qui con- 
vienuent aux fins de 1' invention doivent posseder une energie tri- 
plet superieure ou egale a celle des niveaux emissifs de I'ion de 
terre rare. Par exemple, dans le cas des complexes d' europium et de 
5 terbium selon 1' invention, le niveau triplet du motif donneur doit 
etre superieur 5 17270 cm . 

Le phenomene de phosphorescence etant du a la 
desactivation radiative d'un etat triplet, un critere de choix des 
motifs donneurs pent etre la longueur d*onde d'emission de phos- 

10 phorescence de ces motifs. On choisira par exemple les motifs qui 
emettent une phosphorescence a des longueurs d*ondes infer ieures 
(energies superieures) aux longueurs d'ondes correspondant au peu- 
plement des niveaux Smissifs de la terre rare. Dans le cas present 
la longueur d'onde de phosphorescence du motif donneur devra etre 

15 infer ieure a 580 nm. 

On notera que les complexes selon 1' invention 
peuvent avoir un ou plusieurs motifs donneurs, lesdits motifs 
donneurs constituant soit une par tie, soit la totalitS des radicaux 
0 . ® et © . 

20 A titre de motifs moleculaires on pent utiliser 

de fagon non limitative tous les sensibilisateurs de triplet ayant 
1* energie triplet requise, par exemple ceux decrits dans la demande 
de brevet EP-A-0068875 ou dans Spectroscop. Inorg. Chem. ^, 255, 
1971, ces documents etant cites dans la presente description a 

25 titre de reference. 

Des motifs molgculaires particulierement preferes 
aux fins de 1' invention sont la phenan thro line, 1' anthracene, le 
benzene, le naphtalene, les hi- et ter-phenyle, les bipyridines, 
les biquinoleines, notamment les birisoquinoleines, par exemple la 

30 2,2'-bipyridine, 1' azobenzene, I'azopyridine, la pyridine ou la 
2,2'-bi--isoquinoleine. 

A titre d'exemples de radicaux (a), (b) et (c) 
comportant un motif donneur d* energie, on peut citer notamment 
les chaines ci-apres : 
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- C^H^ . X, - - CgH^ « - X2 - C^H^ - 

Xj et X2 pouvant etre identiques ou differents designent I'oxyge 
1 'azote ou le soufre ; 




X etant I'oxygene ou I'hydrogene. 

Les coQtplexes macropolycycliques de terras rares 
selon 1' invention peuvent etre obtenus par les precedes classiques 
de preparation de complexes metalliques, qui consistent a faire 
reagir le compose complexant avec un compose donneur du cation 
a complexer. Des procedes de ce type sont deer its notamment dans 
les brevets US 3 888 377, 3 966 766 et 4 156 683, cites dans la 
presente description a titre de reference. 

Par exemple, les complexes macropolycycliques 
peuvent etre obtenus par reaction d'un compose donneur de cation de 
terre rare avec le compose macropolycyclique ayant les caracteris- 
tiques definies ci*dessus, chaque compose etant avantageusement en 
solution, de preference dans le meme solvant ou dans des solvants 
compatibles inertes vis-a-vis de la complexation. En general on 
utilise comme solvant I'acetonitrile, le DMSO, I'ethanol. 
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A titre de compose donneur de cation de terre rare 
on pent utiliser un sel quelconque de terre rare, avantageusement 
un chlorure, un acetylacetonate ou un nitrate - 

On opere avantageusement a la temperature d* ebul- 
lition du solvant. 

Lorsque le complexe macropolycyclique forme est 
soluble dans le solvant reactionnel, il est isole de la solution 
par evaporation A siccite. Si le complexe macropolycyclique forme 
cristallise dans le solvant reactionnel, il est separe par filtra- 
tion ou tout autre moyen classique approprie. Les complexes ainsi 
obtenus peuvent etre purifies par cristallisation. 

On pent egalement effectuer la reaction ci-dessus 
en utilisant une solution du compose macropolycyclique et le 
compose donneur de cation sous la forme c.ristalline. Un agent syner- 
gique protecteur de desactivation pent egalement etre introduit 
dans la sphere de coordination du cation, comme cela est deer it dans 
J. Chem. Phys. 40, 2790 (1964) et 4J_, 157 (1964). 

Dans la suite de la presente description on designe 
egalement par "cryptates" les complexes macropolycycliques selon 
1' invention et par "cryptand" le compose macropolycyclique seul. On 
adoptera ci-apres la nomenclature telle que def inie par LEHN pour 
designer les cryptates et les cryptands. A cet effet on peut se 
referer notamment aux articles de J-M. LEHN dans Struct. Bonding 
(Berlin) 16,1 1973 et Acc. Chem. Res. 11. 49 (1978). 

Tous les ions de terres rares conviennent aux fins 
de la presente invention. Toutefois, on preferera ceux qui pre- 
sentent la fluorescence d'ion la plus intense, soit Terbium et 
Europium, et, a un degre moindre. Samarium et Dysprosium. 

A titre de composes macropolycycliques qui con- 
viennent aux fins de 1' invention on peut utiliser les agents 
cryptands connus, par exemple : 
1) les benzo-cryptands de formule generale : 

/^®\. 

N^— © » 
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dans laquelle (a) , (b) et (c) representent independamment les uns 
des autres les groupes 2^, 2, 1 ayant les significations ci-apres : 

2b = -^2^4 - - ^6^4 - ^2 - ^2^4 " °" 

-C^l^ - - - CgH^ - - X2 - C^H^ - 

2 = -q2H4 - Yj - C2H^ - - C^^^ - 

1 = - - Z - C^H^ - 

dans lesquels 2' ^1 2 ^ representent chacun un hater oat ome choi si 
parmi l^oxygene, le soufre et I'azote, XjX2 et YjY^ pouvant etre 
identiques ou differents, 

A titre d*exemples de tels cryptands, on pent citer 
ceux dans lesquels les motifs (k) , (b) , (c) sont composes res- 
pectivement comme suit : 

0 ® © = (2^11) ; (2^21) ; (2^22) ; (2^2g2) ; et le compose 
de formule : 



2) les agents cryptands craaportant des heterocycles azotes, tels 
que ceux dScrits dans JACS 99 4583 (1977) de formule I dans 
laquelle : 

- 0 et (b) , identiques , representent la chaine polyoxyethylenee 

de formule - (CH2)2-0-(CH2)2-0-(CH2)2 " 

- (c) est une chaine hydrocarbonee comportant un hetSrocycle 

azote coDEHne motif donneur d'energie. A titre d'exemples de tels 
composes, on peut citer notarament les composes ci-apres : 



- (22) pyridine amide 




- (22) pyridine amine 
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- (22) bipyridine 




- (22) bipyridine amide 



o=c' 

i 




H Q JO ^ 



- (22) azopyridine 




3) les agents cryptands, comportant plusieurs beterocycles 

azotes comme motifs donneurs, tels que le compose de formule 



cx-apres : 




decrit dans J, Am, Cbem, Soc. 1979, lOl p. 1047. 
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4) Les agents cryptands polycycliques contenant des motifs aroma- 
tiques, par exeraple les composes repondant S la formule ci-apr&s 




iS 

— 




010 



V 



H 

X 



o 



X - 0, H 



ou les composes de formule I dans lesquels la chaine hydrocarbonee 
portant le ou les motifs donneurs est interrompue par un hetgro- 
macrocycle tels que les composes de formules ci-apres : 




20 




R = 




De tels composes sont decrits notamment dans : 
- Angew. Chemie 85 443 (1974) 
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On peut egalement utiliser comme agents cryptands les 
composes macropolycycliques de forraule I ci-dessus dans laquelle le ou 
les motifs moleculaires possedant une energie triplet superieure a 
I'energie de la terre rare a crypter sont choisis parmi la pbenanthro- 
line, 1 'anthracene, les bipyridines et les biTrquinoleines , eventuelle- 
ment substitues en des positions appropriees et par des groupes 
susceptibles d'augmenter I'efficacite du transfert d' energie ou de 
modifier le spectre d' excitation du cryptate de terre rare CJ. Phys» 
Chem* 1964, vol, 68, p. 33243* A titre d'exemple de tels groupes on 
citera notanmient le groupe phenyle. 

Dans ces nouveaux composes macropolycycliques, au 
mo ins I'un des radicaux (a), (b) ou (c) repond de preference a I'une 
des formules ci-apres : 



15 
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Une classe particuliere de ces composes macropoly- 
cycliques est constituee par les composes de formule I, dans 
laquelle Z est 1' azote, (S) et (S) sont deux chatnes mono- ou poly- 
oxyethylenees, de preference dioxyethylenees et (c) repond a I'une 
des formulas ci-dessus. 

Parmi ces coiaposes macropolycycliques nouveaux 
figurent egalement les composes de formule I dans laquelle @et (b) 
representent chacun le groupe 
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OU 




10 



15 



Une autre classe particuliere de ces composes 
macropolycycliques nouveaux est constituee par les composes de for- 
mule I, dans laquelle Z est I'azote et @, @ et (§) sont iden- 
tiques et represent ent I'un des heterocycles ci-dessus, notamment 
la 2,2*-bipyridine et la phenanthroline. 

Les composes macropolycycliques de formule I, dans 
laquelle le ou les motifs moleculaires sont la phenanthroline, 
1 'anthracene, les bipyridines ou les quinoleines sont des composes 
nouveaux a 1 'exception des composes de formule I dans laquelle (a) 
et (b) sont chacun une chaine de formule -(CR^) 2'<i'-iC^2^ 2~^~^^^2^ l' 



et (c) est le groupe de formule 



de formule 



0=C 
/ 

111, 200-204 (1978) 




ou le groupe 



qui sont decrits dans Chem, Ber. 



C=0 
\ 



Les composes macropolycycliques de formule I 
20 peuvent etre obtenus par des precedes chimiques connus, mettant 

principalement en oeuvre des reactions de condensation et/ou d' ad- 
dition. 

A titre d'exemples de tels procedes, on peut citer 
notamment les procedes decrits dans le brevet FR 70 21079 (2052947) 
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et les brevets US 3 888 877, 3 966 766 et 4 156 683. Ces precedes 
conviennent notamment pour I'obtention de composes de fornule I 
dans laquelle Z est 1 'azote ou le phosphor e. 

Pour •l*obtention de composes de formule I dans 
laquelle Z est le carbone et R est tel que defini precedemment , on 
utilisera des precedes de condensation par analogic. 

Dans tous les cas il suffit d'utiliser comme pro- 
duits de depart des composes chimiques comportant chacun un des 
radicaux , (b) ou ^c) et des groupes terminaux capables d'etre 
substitues ou comportant des radicaux facilement eliminables. 

A titre d'exemple on indiquera que le compost de 
formule I dans laquelle Z est le carbone, R est le groupe hydroxy 
et , (b) et (c) repr^sentent chacun la 2,2*-bip3rridine peut 
etre obtenu par condensation de la 6,6*-dilithiobipyridine avec la 
6>6'-dicyano-2,2'-bipyridine, hydrolyse du groupe cyano du macro- 
cycle ainsi obtenu et condensation du produit resultant avec la 
6,6' -dili thiobipyridine . 

Selon un mode opera to ire pr^f ere les nouveaux 
composes macropolycycliques de formule I»dans laquelle Z est 
1 'azote, et sont des chaines polyoxyethyl&^es, peuvent 

etre obtenus par reaction : 

- du macrocycle azot§ constitue par les deux chaxnes polyoxy- 
ethylenees avec 

- la chaine hydrocarbon^e comportant ledit motif moleculaire, 
ladite chalne ayant des groupes terminaux clivables, tels que 
par exemple des groupes halogeno. 

Cette reaction de couplage est avantageusement 
realisee dans un solvant anhydre, par exemple le dimethylsulfoxyde 
(DMSO), I'acetonitrile, eventuellement en presence d'un agent re- 
ducteur, tel que I'bydrure de sodium ou le carbonate de sodium. 
On obtient alors le compose macropolycyclique sous la forme d'un 
sel de sodium. 

On opere de preference a une temperature infe- 
rieure au point d' ebullition du solvant, par exemple entre 60 
et 100**C. 
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Pour obtetiir le compose macropolycy clique libre, 
on peut faire reagir le sel de sodium ainsi obtenu avec du nitrate 
d' argent pour former le complexe macropolycyclique d' argent cor- 
respondant, qui est ensuite traite avec un courant de H2S. Le 
5 precipite forme est ensuite neutralise avec une solution de 
N(CH2)^0H et extrait avec du chlorure de methylene. 

On notera que le complexe macropolycyclique de 
terre rare selon 1' invention peut etre obtenu a partir du complexe 
libre ou d'un sel de celui-ci,par exemple le sel de sodium. 
10 Dans le precede ci-dessus on peut utiliser avanta- 

geusement comme macrocycle l^un quelconque des composes macrocycles 
monocycliques azotes decrits dans le brevet US 3 966 766, les com- 
poses preferes etant : le 1 ,7 , 10,16-tetraoxa-4, 13-diazacycloocta- 
decane de formule gen^rale : 



15 HN 



W°\— /V_/ 



ou le 1 ,7,16-trioxa-4,13-dia2acyclodecane de formule generale 



On notera que les complexes prefSres selon 1* in- 
vention, obtenus a partir des macrocycles ci-dessus, peuvent etre 
20 consideres comme des derives de cryptates de type 222 ou 221, dans 
lesquels les motifs ether sur au moins I'une des chaines hydrocar- 
bonees ont ete substitues par des motifs donneurs d'energie (en 
general aromatiques ou polyaromatiques pouvant contenir des hetero- 
a tomes) . 

25 Les cryptates d'europium de types 222 ou 221 possedent 

des vitesses de dissociation tres f aibles en solutions aqueuses, bien 

6 8 

que leur constante de formation soit relativement basse (K=10 ' et 
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10^'' respectivement pour les cryptates 221 et 222 - Inorganic 
Chem. 1981, 20 p. 616 et J.A.C.S. 1980 202 p. 22 78). De tels 
cryptates ne repondent pas aux criteres de stability def inis dans 
l*art anterieur. Par contre, la substitution des motifs ether par 
5 des motifs donneurs d'energie, qui fournit les complexes preferes 

selon 1' invention, ne modifie pas la caracteristique de dissociation 
de ces cryptates, mais permet par 1' excitation du motif donneur 
d'energie dans sa bande d' absorption d'obtenir une fluorescence 
fortement exaltee et caracteristique de la terre rare cryptee. 

10 Lorsque les cryptates de terres rares, objet de 

la presente invention, sont utilises pour marquer specif iquement 
des molecules biologiquement actives ^ I'aide d'une liaison cova- 
lente, ils peuvent etre substitues sur I'un ou plusieurs de leurs 
atomes constitutifs par un ou plusieurs substituants suff isamment 

15 accessibles et possedant un ou plusieurs motifs moleculaires 

permettant le couplage covalent avec la molecule biologique dans 

des conditions operatoires compatibles avec son integrite biologique. 

Parmi ces motifs moleculaires on pent citer, a titre 
d'exemples non limitatifs, les radicaux alkylamino, arylamino, 

20 isothiocyano, cyano, isocyano, thiocyano, carboxyle, hydroxy le, 
mercapto, phenol, imidazole, aldehyde, epoxyde, halogenure : de 
thionyle, de sulfonyle, de nitrobenzoyle , de carbonyle ; triazo, 
succinimido, anhydride, haloggnoacgtate , hydrazino, dihalogeno- 
triazinyle etc. (Biol. Chem. 245, 3059 (1970)). La longueur du bras 

25 liant le complexe macrocyclique S la molecule d'interet biologique 
peut varier par exemple de 1 a 20 atomes et contenir des atomes de 
carbone mais aussi des het§roatomes tels que N, 0, S, P. L' inven- 
tion conceme done egalement les complexes biologiques constitues 
d'une molecule biologique associSe par couplage ou adsorption ^ un 

30 cOTiplexe macropolycyclique selon 1' invention. 

Pour realiser le couplage on peut utiliser tons les 
reactifs dgcrits a cet effet dans la litterature et separer la mole- 
cule marquee du ccMnplexe macropolycyclique n'ayant pas reagi par 
tout moyen de separation adapte (filtration sur gel par exemple) . 

35 Parmi les molecules d'intSret biologique prgsentant 

un interet pour le marquage avec 1* objet de la prgsente invention 
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on pourra citer de fagon non limitative les antigenes, les anti- 
corps, les anticorps monoclonaux, les fragments et combinaisons 
Anticorps-f ragments, les drogues, les recepteurs, les hormones, les 
recepteurs hormonaux, les bacteries, les steroides, les amino- 
5 acides, les peptides, les vitamines, les virus, les nucleotides 
ou poly-nucleotides dans les methodes d 'hybridation j les enzymes 
et leurs substrats, les lectines, les acides nucleiques, I'ADN 
et I'ARN, 

Les complexes macropolycycliques de terres rares 
10 selon la presente invention trouvent une application importante S 
titre de marqueurs fluorescents dans les dosages immunologiques , 
aussi bien dans les methodes de dosage dites par competition ou 
par exces, en phase faomogene ou heterogene, decrits dans I'art 
anterieur (LANDQN, Ann. Clin. Biochem. 1981, p. 253 et SOINI 

15 Clin. Chem. 25, 353, 1979). 

Dans les methodes heterogenes on peut utiliser 
avantageusement : 

" des tubes revetus d 'anticorps specif iques de la substance a doser 
et realiser la lecture de la fluorescence par les methodes de- 
20 crites plus haut, directement au travers du tube (Clin. Chem. 29, 

60, 1983), 

- ou une phase solide autre, en particulier une bandelette ou un 
film gelatineux sur lequel on a depose prealablement un milieu 
contenant un anticorps specifique, la lecture de la fluorescence 
25 etant realisee a un angle different de 1 'excitation et de la 

reflexion de I'onde excitatrice ou directement au travers du sup- 
port, si celui-ci est transparent. 

II est egalement possible en raison du spectre de 
rate de ces marqueurs de detecter simultanement plusieurs antigenes 
30 soit en utilisant des cryptates de diff erentes terres rares dont 
les raies de fluorescence ne se recouvrent pas (par exemple Tb et 
Eu), soit en utilisant des marqueurs fluorescents classiques (f luo- 
resceine ou rhodamine) et des marqueurs selon la presente invention. 

Une autre application concerne 1 ' immunochimie ou 
35 la fluorescence de la cellule marquee est dStectee par microscopie 
comme deer it par R.C. NAIRN dans "Fluorescent Protein Tracing 
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Longman Group Ltd" 1976, avec egalement la possibility de faire de 
la multidetection. 

Une autre application des complexes de terres rares 
selon 1' invention conceme la cytologie et les trieurs de cellules 
5 oii 1 'utilisation d*un marqueur presentant un spectre de raie a 
longueur d'onde elevee couplge S celle de marqueur s classiques 
permet de realiser des analyses multiparametriques. 

De plus, avec un agent cryptand donne et des ions 
de terres rares differentes il est possible avec une seule lon- 
10 gueur d'onde d' excitation qui est celle du motif moleculaire qui 

transfere I'gnergie et qui peut etre generce avec une seule source 
(Laser par exemple) d'obtenir deux spectres de fluorescence de 
raies caracteristiques des deux ions cryptes (par exemple Tb et Eu) 
et revelant ainsi les molecules biologiques respectives sur les- 
15 quelles les cryptates sont fixes. 

Une autre application conceme 1 'utilisation des 
cryptates de terres rares selon la presente invention dans le 
domaine du genie gengtique par exemple a titre d'indicateur dans 
les reactions d' hybridation, telles que celles dgcrites dans les 
20 demandes de brevets EP-A-0 070 685 et 0 070 687. 

L' invention va etre maintenant decrite plus en 
detail par les exemples illustratifs non limitatif s ci-apres. 



25 Exemple 1 

A- Preparation du (22)phgnanthroline (dgnonsne ci-apres : (22)phen) 




r\rv~\ 




50 { ) 60-100°C /^L_/V-' 



di CHj Br phen macrocycle N20^ (22)ph&n 
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Le solvant utilise dans cette synthese est le DMSO 

o 

qui a ete seche plusieurs jours sur tamis moleculaire 4 A, et even- 
tuellement distillS sous vide. 

1 mmol (366 mg) de compose dibromomethylphenanthroline 
(di CH^ Br Phen) sec et fraxcheraent chromatographie a ete dissoud 
dans 10 a 20 ml de DMSO. II a ete transfere dans une ampoule a addi- 
tion seche ; le volume a ete cotaplete a 100 ml avec du DMSO sec. 

On a place 100 a 200 mg de NaH dans de I'huile (FLUKA) 
dans un ballon sec ; on a ajoute 5 ml de toluene sec (ou hexane) au 
melange et on a laisse decanter. La solution a ete evaporee sous 
vide (1 Torr) pendant 1 h. On a redissous NaH dans 20 ml de DMSO 
sec (degagement • On pent eventuellement chauffer S 50°C. 

On a seche 1 mmol du macrocycle ^20^ (262 mg) et on 
a ajoute 10 a 20 ml de DMSO sec. 

Les solutions de NaH et N20^ macrocycle ont ete 
chacune introduites dans une ampoule a addition et le volume a ete 
complete a 100 ml par du DMSO sec. 

Dans un ballon tricol on a place 100 ml de DMSO sec. 
On a equipe ce ballon avec les deiix ampoules a addition, un refri- 
gerant a reflux et un systerae d^ssechant (Silicagel) . Le ballon a 
ete chauffe a 60-100**C avec une agitation magnetique. 

Pendant I a 2 h on a ajoute goutte a goutte et 
simultanement le contenu des deux ampoules. 

Le melange reactionnel a ete chauffe 1 h apres 
1 'addition des reactifs. Le melange a ensuite ete distille sous 
vide pour Sliminer le solvant. 

II est possible d'aj outer une petite quant ite d'eau 
pour eliminer les hydrures et les bases. 

Le melange reactionnel a ete amene S sec ; on a 
obtenu un residu rouge sec ou pateux. 

On a ajoute 100 a 200 ml de CH2CI2 ; la pate a ete 
trituree a temperature ambiante pendant au mo ins 30 min. Le residu 
a ete filtre et lave. La phase liquide organique a etg conservee 
et evaporee sous vide. Le residu obtenu a ete seche sous vide 
(1 Torr, au mo ins 30 min). 

On a ajoute 100 ml d' ether ethylique au residu, on 
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a melange, on a laisse decanter ; cette operation a ete repetee 3 
a 4 fois. 

Pour eliminer de fa^on plus complete le reste du 
monocycle ^2^^ ^ ajoutS au residu 50 ml d'hexane et 1 ml de 
5 CH^OH ; la solution a ete Svaporee sous vide (chauffage leger) 

jusqu'S 1 'apparition d'un trouble ; la solution a ete decantee et 
on a rSpete 1 'operation plusieurs fois. 

Le residu rouge a ete teste par chromatographie sur 
plaque (Polygram Alox N/UV^^^ de Macherey-Nagel) , la migration en 
10 milieu CH2Cl2/CH^OH 9/1 a donne les valeurs suivantes : 

(22) Phen Rf =0,4-0,8 

Monocycle N20^ Rf = 0,2 - 0,5 

Le residu a Ste chromatographie sur colonne (20 cm 
0 15 cm) gamie d'oxyde d' aluminium 90 active Neutre, 70-230 mesh 
15 (Merck), I'^luant etant constitue des melanges : 

CH2Cl2:CH20H (5 %) , CHCI3/C2H5OH (5 %), CH30H/hexane 9 : 1 
Rendments de 12 3. 35 % suivant les conditions operatoires. 

On a ainsi obtenu le sel de sodium du (22) phen de 
formule [Na^C(22 phen) Br ; H2OJ dont 1 'analyse elementaire etait 
20 la suivant e : 

trouve : C 53,00 H 6,21 N 9,44 
calcule: C 53,16 H 6,18 N 9,55 

B - Formation du complexe [Eu-^ C(22)phen] 

0,07 mol( 19,4 mg) de EuCl^ anhydre ont ete mis en solution 
25 dans 4 ml de CH^CN sec et on a chauffe 3. reflux pendant 1 h 30. On 
a ajoute 35 mg du sel de sodium du (22) phen obtenu precedemment 
dans 2,5 ml CH^CN. On a chauffe 3 reflux pendant 2 h 30. Apres 
avoir laisse le melange reposer une nuit il 4^*0 on a filtrS le pre— 
cipite jaune. 

30 Le prgcipite recueilli (11 mg) presente une forte 

fluorescence de meme quand il est en solution dans H2O et CH^OH 
(UV 254 nm). 

On n*a pas. notS de modification des spectres d' exci- 
tation et d' emission apres trois mois en solution aqueuse 3 une 
35 concentration inferieure t 10 ^ mol/1. 
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Exemple 2 

A - Preparation du (22)phenanthroline amide (denomme ci-apres 
(22)phen amide) 




diCOCl phen (22) (22)phen amide 



Le solvant utilise dans cette synthese est I'ace- 
tonitrile distille sur ^2^5" ^ ^ opere dans un appareillage en 
verre anhydre. 

305 mg de di COCl phen (1 ramol) recristallise et sec ont 
ete dissous dans 50 ml de CH^CN ; apres une nuit, la solution a 
ete filtree et transferee dans une ampoule 3. addition ;le volume 
a ete complete h 90 ml par CH^CN. 

524 mg de (22) (2 mmol) ont ete seches sous vide 
(< 1 Torr ; pendant une nuit) . Le produit a ete dissous dans 90 ml 
de CH^CN et transfere dans une ampoule a addition. 

Les deux ampoules ont ete montees sur un ballon de 
2 5 3 Icontenait I litrede CH^CN. L'addition simultanee des deux 
reactifs s*est effectuee en 2 h a 2 h 30 sous agitation rapide 
(magnetique) . L'agitation a ete poursuivie 30 rain apres l'addition. 
Le solvant a ete elimine sous vide a SO^'C, Le residu a ete seche 
1 h au mo ins §. P < I Torr. Le residu a ete brasse 30 min dans 300 ml 
de CH2CI2 et f litre. Le filtrat a ete evapore a sec, II a ete chro- 
matographie sur Alox active 90 neutre (colonne 30 cm 0 1,5 cm), 
I'eluant etant CH2CI2 contenant 1 % CH^OH. On a recupere le premier 
produit elue. 

On a recupere 310 mg de (22)phen amide. avec un 
rendement de 63 %. Le produit a ete recristallise dans le melange 
tolu&ne/hexane 1:1. 
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30 





c 


H 


N 




63,15 


6,11 


11,33 


( 


59,8 


5,7 


10,5 


( 


59,9 


5.9 


10,6 



T, fusion : 300 - 302*^0 
I R bande amide ^ 1630 cm ' 
Spectre de masse & 494 pour PM = 494,55 
Analyse glementaire : H^q Og 

Calcule 

Trouve 

r 3+ • T 

B - Formation du complexe | Eu C(22)phen amidej 

45 mg (0,17 ifflQol) de EuCl^ anhydre ont ete dissous 
dans 10 ml CH^CN sec. On a chauffe a reflux pendant 3 h 80 mg 
(0,16 mmol) de (22)phen amide dissous dans 2 ml de CH2CI2 ; on a 
ajottte 50 ml CH^CN ; on a chauffe ^ ebullition du CH^CN (CH2CI2 

3+ 

est elimine par evaporation). On a alors ajoute la solution de Eu 
On a chauffe a reflux pendant 2 h puis on a laisse 
15 reposer a temperature ambiante. Le precipite blanc a ete recu- 

pere par filtration (50 mg) . II presentait une forte fluorescence 
rouge (X excitation : 254 nm) ainsi qu'en solution dans H2O, 
CH^OH et DMSO. 

Analyse elementaire pour Eu C (22)phen amide (OH) 012* 2H2O 
20 C26H37N^Ojj,Cl2Eu 



PM =788,47 




C 


H 


N 


Calculg 




39,61 


4,73 


7.11 


Troxivg 


( 
( 


40,1 
40,3 


4,9 
4,8 


7,2 
7,1 



On n*a pas note de modifications dcs spectres d'exci- 

25 tation et d 'emission de ce complexe aprSs trois mois en solution 

-4 

aqueuse a une concentration inferieure a 10 mol/1. 
Exemple 3 - Preparation du (22) anthracene amide 
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Dans cet exemple, on fait appel a la methode de 

haute dilution. 

- 0,564 g du dichlorure d*acide (1,7 mmol) ont ete dissous dans 
10 70 ml de CH2CI2 anhydre et introduits dans une ampoule a addition 

de 100 ml, 

- 0,446 g du macrocycle (22), soit 1,7 inmol> et 0,47 ml de triethyl- 
amine (2 x 1,7 mmol) ont ete egalement dissous dans 70 ml de 
CH2CI2 anhydre et introduits dans une ampoule a addition de 100 ml. 

15 Dans un tricol de 3 1, on a introduit 0,4 ml de 

toluene et 0,15 1 de chlorure de methylene anhydre. L' introduction 
simultanee dans le tricol des deux reactif s prepares ci-dessus dans 
les ampoules a addition s'est effectue en 5 h (14 ml/h) . 

On a recueilli la phase organique, que l*on a con- 
20 centree jusqu'S quelques millilitres, puis pass^e sur une colonne 
de Si02 sous pression (diametre de la colonne 3,5 cm ; hauteur = 
17 cm ; eluant CH2CI2 - 1 % methanol)* 

On a obtenu lin produit fluorescent jaune pale 

cristallise. 
25 Rendement : 45 % 

Chromatographie en coiiche mince (CCM) 

solvant CH2CI2 / 2 % methanol ; Si02 ; Rf = 0,6 

RMN : solvant CDCI3/CD2CI2 5/5 a 200 MHz 
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ppm 




24 H, 



HCHj + OCH2 couronne 



- 16 Hz 4H OCCHoN 



63 = 5,03 



7,6 (m) 4H 

8,43 (d) 2H y aromatique 

10 8,82 (d) 2H 

microanalyse : ^30^36^6^2 

Calcule C 69,20 H 6,97 N 5,38 

Trouve C 69,07 H 7,00 N 5,22 

Poids moleculaire 520,55 

15 . Le dichlorure d'acide 1^ utilisg comme prt»duit de 

depart dans cet exemple pent etre obtenu par les precedes decrits 
par M.W. Miller et al, dans R.W. Amidon, P.O. TAVJNEY J.A.C.S. 77^ 
2845 (1955) ou par B.M. MIKHAILOV Izvest. Akad. Nank^ SS. Osdel Khim. 
Nank. 1948, 420-6 ; CA 42, 6350* 

20 Exemple 4 - Preparation du (22) anthracene 



0 = 0 
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380 mg du diamide 3^ (0>73 mmol) ont ete partiellement 
dissous dans 20 ml de THF anhydre contenus dans un ballon. 

On a mis le ballon avec un reflux sous atmosphere 
d 'argon et on a ajoute a temperature ambiante 8 ml de "^2^6 ^ 
dans du THF anhydre. 

On a maintenu le tout sous reflux pendant une nuit 
puis on a detruit a 0°C I'exces de diborane par quelques gouttes 
d'eau distillee. 

On a evapore les solvants et on a ajoute au solide 
blanc residuel 40 ml d'une solution 6 N d*HCl. 

On a chauffe a reflux pendant 30 h sous atmosphere 
d' argon, la solution est devenue vert fonce. 

On a laisse refroidir, puis on a evapore I'eau et on 
a essore le solide resultant a la pompe a palette pendant 1 h, puis on 
I'a dissous dans 50 ml d'eau distillee ; on a ajoute 50 ml de CH2CI2 
et on a agite les deux phases, puis on a separe la phase aqueuse 
que I'on a basifiee a 0°C par une solution aqueuse de LiOH jusqu'a 
pH 13 ; un solide a precipite. On a ajoute encore 50 ml de CH2CI2, 
on a agite les deux phases et on a laisse decanter. On a recupere 
la phase organique que I'on a sechee sur MgSO^. 

On a passe le brut sur une colonne d'alumine et on 
a §luS avec CH2CI2 I % methanol. On a recupere un produit cristallin 
pur sur plaque de chroma tographie couche mince. 
Rendement : 62 - 70 % 

CCM : AI2O3 ; eluant CH2CI2 6 % MeOH 
Rf : 0,33 

Point de fusion : > 260**C 

RMN ^^C : solvant CDCl^ 

ppm 25,2 (CH2 aromatique) 

\ NCH^ macrocycle + branche 
55, J ; ^ 

70*0 ) ^™2 °^c^°^y^i^ 

123,9 (1) 

125,5 (2) 

129,9 (3) 

131,9 (4) 
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RMN : solvant CDCl^ 

ppm 2,39 (t) 8H NCH2 macrocycle 

/ ^ 

2,55 et 2,76 (m)-2 x 4H OCH, N ^0 

*^ * 

2,89 et 3,19 (m)- 2 x 4H OCH2 0^ ^0 
5 3,03 et 3,82 (t) - 2 x 4H - - 

7,47 et 8,31 (AB) " ) h aromatiques 

7,50 et 8,36 (AB) - 4H ) 

microanalyse : C^q H^q 0^ N2 (poids moleculaire 492,6) 

Calcule : C 73,13 H 8,18 N 5,6 

10 Trouvg : C 73,06 H 8,04 N 5,2 

En operant selon le mode opSratoire dScrit S 
I'exempie 1 on a prepare le complexe [Eu^* C (22) anthracene] . 

Exemple 5 - Preparation du compose macropolycycligue de formule (7) 
et du complexe d' europium correspondant 




0180492 



A - Prgparation du 6,6*-bis-bromomethyl-2,2'-bipyridine 



NBS 




CCI4 




poids mol^culaire 184 poids molgculaire 342 

^12^12^2 ^12^10^2^^2 

10 Un melange de 6,6'-dimethyl-2,2 '-bipyridine (2,76 g, 

15 mmol) et de N-bromosuccinimide (5,10 g, 28,6 inmol) dans CCl^ 
(150 ml) est porte au reflux pendant 30 min. Puis on a alors ajoute 
au melange du peroxyde de benzoyle (30 mg) et le melange a ete a 
nouveau porte a reflux pendant 2 h, puis le succinimide a ete 

15 filtre. La solution a ete refroidie jusqu'a 0"C et le solide filtre 
et lave avec du methanol pour donner du bis-dibromure sous la forme 
d'un solide blanc cristallin (1,65 g) . 

Rendement 32 % ; point de fusion 180-181'*C. 

La solution de CCl^ a ete concentree et chromatogra- 

20 phi§e sur colonne (gel de silice) par elution avec un melange 
dichloromethane/m^thanol 98 : 1 pour donner : 

- 6,6'-bis"dibromomethyl-2,2'"bipyridine 0,9 g 12 Z 

- 6,6'-bis-bromomethyl-2,2'-bipyridine 1,38 g 27 Z 

- 6-methyl-6'-bromomethyl-2,2'-bipyridine 0,55 g 14 Z 

2^ B — Preparation du compose macropolycyclique 

Un melange du macrocycle bis-bipyridine de for- 
mule (5) (0,15 g, 0,38 mmol) (deer it dans J. Org. Chem. 1983, 48 , 
4848), et de Na2C03 (0,4 g) dans I'acetonitrile (200 ml) a ete 
chauffe au reflux et ensuite une solution de 6,6'-bis-bromometbyl- 
30 2,2'-bipyridine (0,12 g, 0,38. mmol) a ete ajoutee pendant une pe- 

riode de 3 h. Ensuite, le melange a ete porte au reflux pendant 20 h. 
Le Na2C02 a ete filtre et le filtrat evaporS. Le residu a ete 
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98 : 2 pour obtenir le sel de sodium du macrobicycle tris-bipyridine 
sous la forme d*un solide blanc (0,15 g ; 73 Z ; point de fusion 
superieur a 270^*0 ♦ 

microanalyse : C^g H^q Ng, Na Br (677,6) 
5 Calcule : C 63,81 H 4,46 N 16,53 

Trouve : C 63,79 H 4,48 N 16,49 
RMN : solvant CDCl^ 

3,85 (s, 6CH2) ; 

7,33 (dd, J=7,2 ; 1,2 ; 6H ; H-C(5) ; H-<:(5')) 
10 7,82 (t, J=7,2 ; 6H ; H-C(4) ; H-C(4')) 

7,90 (dd, J=7,2 ; 1,2 ; 6H ; H-C(3) ; H-C(3')) 

Un melange de nitrate d'argent AgNO^ (15 mg, 0,08 mmol) 
et du sel de sodium obtenu ci-dessus (20 mg, 0,03 mmol) a ete 
chauffe avec 5 ml de CH^OH pendant 30 min. Le methanol a ete eva- 
15 pore et le complexe resultant a ete purifie par passage sur une 
colonne de gel de silice avec CH^Cl^/CH^OH comme eluant (96:4). 

Le complexe d' argent ainsi obtenu (20 mg) a ete 
dissous dans un melange eau/methanol (1:1 - 5 ml) et traite avec 
un courant de H^S pendant 15 min* Le precipite forme a ete centri- 
20 fuge et la solution a ete neutralisee avec N(CH2)^0H 0, IN et 

extraite avec du chlorur^ de methylene (3,5 ml). La solution a ete 
sechee sur MgSO^ et evaporee ; le solide resultant a ete f iltre sur 
gel de silice CH2CI2 : CH^^^ (96:4) pour donner le complexe libre 
(13 mg ; 86 %) ayant les caracteristiques suivantes : 
25 RMN : solvant CDCl^ 

3,82 (s, 12H, CH2) 
7,44 ^ 

7,78 [ systeme ABX J=8 , 7,5 et 0,9Hz) 
7,83 

30 microanalyse : C^g H^q Ng (574,7) 

Calcule : C 75,24 H 5,26 N 19,50 
Trouve : C 75,37 H 4,98 N 19,41 

A partir du compose macropolycyclique obtenu, on a 
prepare le complexe LEu^''"C (macropolycycle tris-bipyridine) D en 
35 operant selon le mode operatoire decrit a I'exemple 1. 
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Les longueurs d*ondes d' excitation et d' emission 
caracteristiques de ce coraplexe figurent dans le tableau ci-apres. 

Exemple 6 - Preparation du compose macropolycyclique bis-bipyri d ine- 
phenanthroline de formule (9) et du complexe d^ europium correspondant 




Dans un ballon bicol de 500 ml, on a pese 0,158 mmol 
du macrocycle bis-pyridine (5). On a ajoute 0,75 mmol de Na2C02 
(exces 5 fois environ) et 105 ml de CH^CN fraichement distille. On 
a chauffe a reflux et sous agitation magnetique pendant 30 min. 

On a ajoute alors goutte & goutte la solution de 
dibromophenanthroline equimoleculaire dans 100 ml d'acetonitrile. 

L 'addition assez lente (2 h 10 min) a eu lieu tout 
en maintenant le reflux et 1' agitation magnetique. 

On a chauffg alors encore 18 h sous les memes con- 
ditions. La solution obtenue a ete evaporee a sec. Le produit 
brut en solution dans CH2CI2 a ete lave h I'eau. 

(chromatographie couche mince sur alumine : eluant : CH2Cl2/MeOH : 
90/10). 

Ce produit brut a Ste purifie sur colonne d 'alumine 
standardisee (Activite II-III). L' eluant est CH2Cl2/MeOH : 98/2. 
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microanalyse ; C^g H^^ Ng, NaBr, H^O (719,6) 

Calcule : C 63,42 H 4,45 N 15,57 
Trouve : C 62,77 H 4,46 N 15,31 

RMN \l : solvant CDCl^ 

3,91 (s, 8H, CH^-bpy) 
4,07 (s, 4H, CH^-phdn) 

7,36 (dd, J=7,2 ; 1,3 ; 4H ; H-C(5) ; H-C(5') de la 
bipyridine) 

7,64 (d, J=8,2 ; 2H ; H-C(3) ; H^C(8) de la phenantroline) 

7,78 (s, 2H, H"C(5) ; H^C(6) de la phenantroline 

7,83 (t, J=7,2 ; 4H ; H-<:(4) ; H-C(4') de la bipyridine) 

7,91 (dd, J=7,2 ; 1,3 ; 4H ; H-C(3) ; H-C(3') de la 
bipyridine) 

8,27 (d, J=8,2 ; 2H ; H-C(4) ; H<;(7) de la phenantroline) 



A partir du compose macropolycyclique ainsi obtenu 
3+ 

on a prepare le complexe [Eu C(macropolycycle bis-bipyridine- 
phenanthroline)3 en operant selon le mode operatoire decrit a 
1* exemple !• 

Les longueurs d'ondes d' excitation et d* emission 
caracteristiques de ce complexe figurent dans le tableau ci-apr§s. 

Exemple 7 

En operant selon le mode operatoire de 1' exemple 1 
avec les composes macropolycy cliques (22) pyridine amide et (222g) 
on a obtenu respectivement les complexes macropolycycliques ci- 
apres : 

[ Eu"'"^ C(22) pyridine amide ] 
[ Tb^"^ C(222 ) ] 
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Exemple 8 - Preparation du compose macropolycycliqu.e (22) bis- 
isoquinoleine de formule (12) et du complexe d' europium corres- 
pondant . 



10 



15 




N 



^20 «14 ^^^2 
10 



<=12 "26 "2 »4 

macrocycle N^O^ 
11 



N 




Sz ^38 ^ ^4 ^^^^ 
VZ 

a) Preparation du 1 , r-bis(bromomethyl)-3,3^-biisoquinoleirie de 
formule 10 

Ce compose a ete fabrique a partir du 1-methyl-3- 

.OH 

hydroxyisoquinoleine de formule 




20 



Le 1-methyl-3-hydroxyisoquinoleine a ete prepare 
par cyclisation du N-(±)-phenylethyl-diethoxyacetamide. 72 g de ce 
compose de depart, prepare selon le mode operatoire decrit par 
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H. FUKUMI et aL dans "HETEROCYCLES" 9(9) 1197 (1978) et purifie 

par distillation sous pression reduite (140**C - 0,1 mm Hg) , ont 

ete verses, goutte a goutte et sous agitation, pendant une heure 

dans 400 ml de H^SO, concentre refroidi a 10°C. Le melange reac- 
2 4 

tionnel a ete refroidi au cours de 1* addition pour que la tempe- 
rature de celui-ci n'excede pas 10°C. Le melange reactionnel a 
ete ensuite agite pendant 10 h a la temperature arabiante et verse 
ensuite dans 600 g de glace. Apres filtration, la solution claire 
a ete neutralis^e avec de I'ammoniaque a 20% sous ref roidissement 
efficace. Le precipite jaune a ete filtre, lave avec de I'eau 
et seche sous vide. On a obtenu 41,5 g de 1-Taethyl-3-hydroxy- 
isoquinoleine (rendement 90%) . 

La t-methyl-S-hydroxyisoquinoleine ainsi obtenue a 

ensuite ete tbsylee. 

Une suspension de 41,5 g de 1^e thy 1-3-hydroxy iso- 
quinoleine a ete agltee avec de la pyridine (250 ml) sous refroi- 
dissement dans un bain de glace. On a ensuite progress ivement ajoute 
en 30 min du chlorure de p-toluenesulf onyle (70 g, 1,5 equivalent), 
Le compose de depart jaune a alors disparu. La reaction a ete 
suivie par chromatographie couche mine- Des que la reaction a ete 
terminee, on a ajoute de I'eau (50 ml) et agite pendant encore 
une heure. Le melange a ete dilue dans 700 ml d*eau et neutralise 
avec du Na^CO^ solide. Le precipite forme a ete filtre, lave soi- 
gneusement avec de l*eau et seche. On a obtenu 70,5 g d*un produit 
non hygroscopique stable a I'air (rendement 86%). 

La l-methyl-3-p-toluenesulfonyloxyisoquinoleine 
ainsi obtenue a ete ensuite couplee selon le mode operatoire 
decrit par M. Tiecco et al. dans SYNTHESIS 736, 1984. 

Dans un ballon a trois tubulures, equipe d'un 
agitateur magnetique, purge a 1' argon, on a introduit 1 1 de 
dimethylformamide (DMF), 236,3 g de triphenylphosphine et 53,5 g de 
NiCl2,6H20 qui ont forme une solution bleu-vert fonce. Lorsque 
la temperature du bain d*huile a atteint 50°C, on a ajoute 14,64 g 
de poudre de zinc et la couleur de la solution est pas see au 
rouge-brun. Apres une heiire, la solution du produit de depart 
(70,5 g dans 200 ml de DMF), a savoir la 1 — methyl-3-p-toluene- 
sulfonyloxyisoquinoleine, a ete ajoutee rapidement, goutte a goutte 



0180492 

37 



et sous agitation, sous chauffage a 50**C, lequel a ete maintenu 
pendant 6 h. Apres ref roidissement jusqu'a la temperature ambiante, 
le melange reactionnel a ete verse dans 4 1 d* ammoniac dilue 
(1,5 1 de H^O et 500 ml de NH^ a 20%). Un courant d'air vigoureux 
5 a ete envoye dans la suspension pour oxyder le complexe Ni**(Fh2P)/^ 
(Ph = phenyle) • La fin de I'oxydation a ete indiquee par la dispa- 
rition de la couleur brune. La suspension a ete f iltree, lavee 
avec de I'eau et placee dans 400 ml de HCl a 20% pour transformer 
la biisoquinoleiae en son chlorhydrate insoluble dans X*eau. La 

10 suspension a ete agitee avec deux portions de 400 ml d' ether ethy- 
lique pour eliminer la triphenylphosphine et la couche acide 
a ete filtree^ lavee avec 100 ml d'eau et de 1' acetone pour elimi- 
ner les traces de Pb^P et de Ph^PO. Le chlorhydrate a ete place 
dans un ballon a fond rond avec 200 ml d*ammoniaque a 20% et agite 

15 toute la nuit pour liberer la base. Le produit blanc obtenu (26 g) , 
a savoir la 1 , 1 *— dimethyl-3,3-biisoquinoleine, a ete filtre, lave 
soigneusement avec de I'eau et seche sous vide (rendement 81%). Ce 
produit etait peu soluble dans la plupart des solvants et legere- 
ment soluble dans CHCl-j et THF. 

20 La 1 , 1 '-dimethyl-3,3*-biisoquinoleine ainsi obtenue 

a ete ensuite bromee pour former le 1 , 1 '-bis-(bromomethyl)-3,3'-biiso- 
quiloleine. 

1,20 g de 1 , 1 '-dimethy 1-3,3 '-biisoquinoleine ont 
ete dissous dans 500 ml de CCl^ au reflux et du N-bromosuccinimide 

25 (2,26 g, 3 equivalents) a ete ajoute. Apres 10 min, 10 g de 2,2'- 
azobis(2-methylpropionitrile) ont ete ajoutes. La reaction a ete 
suivie par chromatographie couche mince. Deux autres portions 
d'initiateur (10 mg chacune) ont ete ajoutees en 1 h. Apres 3 h, 
la solution a ete evaporee jusqu'a siccite et le residu a ete 

30 traite avec 150 ml de methanol, agite pendant 30 min et filtre. Le 
solide obtenu a ete lave avec 100 ml de methanol. Le gateau de 
filtration a ete lave sous vide, dissous dans du toluene bouillant 
(100 ml) et filtre rapidement. Le produit a precipite pendant la 
nuit au refrigerateur (1,28 g - rendement 68%). 

35 b) Preparation du compose macropolydyclique de formule 12 

A un melange agite de 1,416 g du macrocycle N«0, et 
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suspension de 1 , V-bis(bromomethyl)-3,3'-biisoquinoleine dans 

CH^CN (100 ml). L*agitation a ete maintenue pendant 20 h. Apres 

filtration et lavage avec du CH^CN et evaporation^ on a obtenu un 

produit brut qui a ete chromatographie deux fois, tout d'abord sur 

5 alumine (eluants : 3 % CH^OH dans CUCl^, puis 10 % CH^OH dans 

CHCl^ v/v) et ensuite sur du gel de silice (eluant : 10 % de CH^OH 

dans CHClj) • l^e rendcment pour les deux purifications a ete de 

0>289 g, soit 14 %. Une autre purification a ete effectuee par 

cristallisation dans un melange ethanol-ether par diffusion de vapeur- 

3+ 

10 c) Preparation du complexe CEu C(22)biisoquinoleine3 

24,5 mg (1 equivalent) de nitrate d'europium 
anhydre ont ete dissous dans 0,5 ml de CH^CN anhydre, Le complexe de 
sodium de la (22)biisoquinoleine (37,0 mg) dans 0,3 ml de CH^CN 
a ete ajoute et le melange resultant a ete traite selon le mode 

15 operatoire decrit a l*exemple 2 Le precipite jaune pale obtenu 
a ete dilue dans 3 ml d 'acetonitrile et chauffe pendant 2 h. La 
solution a ete laissee a la temperature ambiante pendant plusieurs 
jours. On a obtenu un produit cristallise jaune de formule 12, 

Jly cmple 9 ; Prepa^a^i^z^ du compose macro po ly clique (22) di phenyl- 
bipyridine de formule "1ft. 
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a) Preparation de la 6,6^--bis(bromomethyl)"4,4^'-diphenyl-2,2' - 
bipyrldine (T6) 

Ce compose a ete prepare a partir de la 4,4'- 
diphenyl-2,2*-bipyridine disponible dans le commerce, selon le mode 
5 operatoire ci-apres : 

- 6 , 6^dimethy 1-4 ,4 ' -diphenyl-2 , 2 ^ -bipyrldine 

A una suspension agitee de 4,4*-diphenyl-2^-hLpyridine 
(4 g, 13 mmol) dans du tetrahydrofuranne anhydre (THF), refroidie 
avec un bain de glace, on a ajoute goutte a goutte du methyllithium 

10 1,5 M (3 equivalents) sous atmosphere d'azote. Apres cette addition, 
la solution a ete agitee pendant encore 30 min dans les memes condi- 
tions* Le melange rouge fonce obtenu a ete ensuite chauffe et agite 
a 40° C pendant 3 h sous azote, 

Un exces d'eau a ete lentement ajoute a 0**C sous 

15 azote. La phase organique a 6te separee et la phase aqueuse a ete 
extraite trois fois avec du dichlorome thane. On a ensuite ajoute du 
dioxyde de manganese (20 a 40 fois le poids du compose de depart) 
a la solution organique orange. Le melange a ete agite a la tempe- 
rature ambiante pendant 30 a 50 min. La reaction a ete suivie par 

20 chromatographie couche mince (Al^O^ - eluant : toluene) . 

On a ensuite ajoute du sulfate de magnesium au 
melange reactionnel, qui a ete agite pendant 30 min supplementaires. 
On a ensuite filtre et evapore le filtrat. Le residu a ete chroma- 
tographie sur alumine (eluant : toluene/hexane 1:1) et on a obtenu 

25 deux produits : 

la 6,6'-dimethyl-4>4'-diphenyl-2,2'-bipyridine (0,85 g ; 19 %) 
la 6-monomethyl-4,4'-diphenyl-2,2^bipyridine (0,45 g ; 10,8 %) 

- 6,6' -dime thy 1-4 , 4 ' -diphenyl-2 , 2 * -bipyridine-N ,N * -dioxyde 

Dans un ballon de 250 ml contenant une solution 
30 du compose ci-dessus (0,28 g, 0,83 mmol) dans le chloroforme 

(60 ml) agitee et refroidie au bain de glace on a ajoute graduelle- 
ment une solution d'acide m-chloroperbenzoique (0,57 g - 3,3 mmol) 
dans ie chloroforme (60 ml). L' agitation a ete pour suivie pendant 
3 h, pendant laquelle on a laisse le melange revenir a la tempe- 
35 rature ambiante. 

Le melange reactionnel a ete traite avec une solution 

aaueUSe de h^^arh^nA^f> He* cnH-tnTn f'X Tmnr»l ^ <irr4*-Ar% ^^^A-^^*- OA — 
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La phase organique a ete separee et evaporee sous 
vide. Le residu a ete redissous dans le dichlorome thane (CH^Cl2) 
et passe sur une colonne d'alximine basique. Une seconde chromato- 
graphie a ete effectuee sur de I'alumine standard pour purifier 
completement le produit (0,21 g ; 58 %) . 
" 6 , 6 '-bis (acetoxymethyl) -4,4' -dipheny 1-2 , 2 ' -bipyr idine 

On a chauffe pendant une heure au reflux 0,21 g 

(0,57 inmol) du compose ci-dessus dans dfe I 'anhydride acetique Cl,3ial). 
La solution a ete concentree sous vide et du toluene a ete ajoute 
jusqu*a la formation de I'azeotrope du melange, 

Le solide resultant a ete redissous dans du dichloro- 
me thane, lave avec une solution aqueuse a 10 % de bicarbonate de 
sodium, seche et le solvant a ete evapore. Le produit brut a ete 
passe sur une colonne de gel de silice et elue avec du dichloro- 
methane pour donner 0,126 g (49 % rendement) du compose attendu. 
- 6j 6* -bis (bromome thy 1) -4,4' -diphenyl-2 , 2 ' -bipyridine 1 6 

Une solution agitee du compose ci-dessus (0,053g) ; 
0,117 mmol) et d'acide bromhydrique a 47 % (0,9 ml) a ete chauffee 
pendant 4 h a 1 30*^0. 

La solution a ete ensuite refroidie dans un bain 
de methanol/glace. On y a ajoute 15 ml d'eau, 40 ml de chloroforme, 
puis, graduellement, une solution saturee de carbonate de sodium 
jusqu'a ce que le pH de la solution devienne alcalin. 

La phase organique a ete separee et la phase 
aqueuse a ete extraite avec du chloroforme (2 fois 10 ml). Toutes 
les fractions organiques ont ete combinees et evaporees. Le residu 
a ete chroma tographie sur une colonne d'alumine avec le chloroforme 
corame eluant. On a obtenu 40 mg (rendement 69 %) du dibromure de 
f orraule 16 . 

b) Preparation du sel CNa^ C(22)dipbenylbipyridine Brl de formule 18 

On a opere selon le mode operatoire decrit a 
I'exemple 5 B en utilisant : 

21,2 mg (0,081 mmol) du macrocycle ^20^ de formule _17^ 
43 mg (0,40 mmol) de carbonate de sodium 
40 mg (0,081 mmol) du dibromure de formule 

On a obtenu 29,8 mg (rendement 53 %) du complexe 
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On a rdpete le mode operatoire de I'exemple ci- 
dessus en utilisant le macrocycle bis-pyridine de formule (5) 
(example 5) a la place du macrocycle N^O^ de formule V7_. 

On a utilise : 
24,7 mg (0,063 mmol) du macrocycle bis-pyridine 5^ 
31,1 mg (0,063 mmol) du bibromure de formule _16^ 
0,1 mg (0,94 mmol) de carbonate de sodium. 

La reaction a dure 23 h et on a obtenu le compose 
de formule _19^ avec un rendement de 20 %- 

Exemple 11 - Preparation du compose macropolycyclique isoquinoleine 
bis-bipyridine de formule 20 




20 



On a repete le mode operatoire de 1' exemple 8 en 
utilisant le macrocycle bis-bipyridine de formule 5^ a la place du 
macrocycle N^O^ de formule IJ^. On a utilise des quantite equimole- 
culaires du compose de formule 5_ et du dibromure de formule 10 , et 
on a obtenu le compose de formule 20. 

Exemple 12 - Preparation du compose macropolycyclique (22)bipyridine 

On a opere selon le mode operatoire de 1' exemple 5 
en utilisant le macrocycle N^O^ de formule 1 1 a la place du macro- 
cycle bis-bipyridine de formule 5^ et on a obtenu le compose macropoly- 
cyclique de formule 21 : 
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25 
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5 Exemple 13 

En operant selon le mode operatoire de 1' exemple 1 
avec les composes macropolycycliques obtenus selon les exemples 9 
a 12, on a obtenu respectivement les complexes macropolycycliques 
ci-apres : 

CEu^"*" C(22)bipyridine: 
3+ 

CEu C (bpy . bpy -biisoq . ) 2 
lExi^^ C(22)diph.bpy3 
CTb^"*" C(22)bipyridine3 
De m&ne, en operant selon le mode operatoire de 
1' exemple 5 on a prepare le coraplexe CEu^^C(macropolycycle tris- 
phenanthroline)3 en utilisant la 6,6'"bis-bromomethyl"phenanthroline 
et le macrocycle b is (pbenanthrolinediyl) diamine. Le compose macro- 
polycyclique correspondant avait les caracteristiques ci-apres : 
microanalyse : C^^ H^g Ng, NaBrjH^O (767,6) 

Calcule : C 65,71 H 4,17 N 14,6 

Trouve : C 65,23 H 4,26 N 13,10 
RMN : solvant CDCl^ 

4,03 4,45 (tres large ; AB, 12H, CH^) 

7,66 (d, J=8,1 ; 6H ; H-C(3) ; Hh:(8)) 

7,78 (s, 6H, H-C(5); H-C(6)) 

8,27 (d, J=8,1 6H ; H-C(4) ; H-C(7)) 
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Caracteristiques f luorescentes des cryptates de 1* invention. 

a) pics d' excitation pour une longueur d'onde d^ emission donnee 

Four chaque complexe, on a determine, pour une lon- 
gueur d'onde d'emission donnee, caracteristique de I'ion de terre rare 
5 du complexe, les longueurs d'ondes d' excitation ; les pics d' exci- 
tation enregistres ne correspondent pas a ceux de I'ion de terre 
rare seul. Par ailleurs, on a constate qu'en excitant le complexe 
a la longueur d'onde correspondant au pic d* excitation determine 
ci"dessus, le maximum de fluorescence etait caracteristique de 
^0 I'ion de terre rare, 

Les determinations ci-dessus ont ete effectuees 
avec un spectrometre PERKIN-ELMER LS 5 dans les conditions opera- 
toires indiquees dans le tableau I ci-apres. 

b) mesure de la duree de vie des cryptates d' europium et de terbium 
15 Sur un spectrometre LS5, on a enregistre le spectre 

d'emission du pic situe entre 610 et 620 nm pour l*europium et entre 
540 et 550 pour le terbium, la solution etant excitee dans I'un des 
pics d' absorption. On a opere en mode "phosphorescence", la valeur 
de la fenetre a ete fixee a 1 ms = tg. Les enregistrements ont ete 
20 realises pour plusieurs valeur s de t^ (delai) , soit 0,1 ; 0,2 ; 0,3 ; 
0,4 et 0,5 ms. On a mesure l*intensite du pic et determine ^ 
par la formule : 

-t 

= I e t: 
t o 

^ ^ 0,434 t 

log ^o"log 

25 En tracant la courbe log en fonction de td, on pent determiner 

et calculer Les resultats obtenus f igurent dans le tableau II ci- 
apres. 
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REVENDICATIONS 

I . Application, 3. titre de marqueurs de produits biolo- 

giques dans les methodes de detection et de determination immuno- 
logiques par fluorescence, des complexes macropolycycliques de 
terres rares constitues d'au moins un sel de terre rare complexe 
5 par un composS macropolycyclique de formule genSrale : 




dans laquelle Z est un atome ayant 3 ou 4 valences, R est rien ou 
10 represente I'hydrogene, le groupe hydroxy, un groupe amino ou un 
radical hydrocarbone, les radicaux bivalents , et (c^ , 
sont independannnent I'un de 1' autre des chaxnes hydrocarbone es qui 
contiennent eventuellement un ou plusieurs heteroatomes et sont 
eventuellement interrompues par un he teromacro cycle, au moins 
15 I'un des radicaux (a) , (S) ou (c^ compqrtant de plus au moins 
un motif moleculaire ou etant essentiellement constitue par un 
motif moleculaire, ledit motif moleculaire possedant une energie 
de triplet superieure H celle du niveau emissif de l*ion de terre 
rare complexe- 

20 2. Application selon la revendication 1 , caractcrisfie 

en ce que lesdits complexes de terres rares sont substitues par 
un bras liant choisi parmi les radicaux alkylamino, arylamino, 
isothiocyano, cyano, isocyano, thiocyano, carboxyle, hydroxyle, 
mercapto, phenol, imidazole, aldehyde, epoxyde, halogenure : de 

25 thionyle, de sulfonyle, de nitrobenaoyle, de carbonyle ; triazo, 
succinimid , anhydride, halogenoacetate , hydrazino^dihalogeno- 
triazinyle. 

3. A titre de produits nouveaux, les complexes macro- 

polycycliques de terres rares constitues d'au moins un sel de 
30 terre rare complexe par un compose macropolycyclique de formule : 
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dans laquelle Z est un atome ayant 3 ou 4 valences, R est rien ou 
represente l*hydrogene, le groupe hydroxy, un groupe amino ou un 
radical hydrocarbone , les radicaux bivalents * * 

sont independamment I'un de 1' autre des chaxnes hydrocarbonees qui 
contiennent eventuellement un ou plusieurs heteroatames et sont 
eventuellement interrompues par un hSteromacrocycle, au mo ins I'un 
des radicaux , (b) ou (c) comportant de plus au moins un motif 
moleculaire ou etant essentiellement constitue par un motif molecu- 
laire, ledit motif moleculaire possSdant une energie de triplet 
superieure 3 celle du niveau eniissif de l*ion de terre rare complexe, 
a la condition que, lorsque le sel de terre rare est un sel d 'europium 
ou de terbium, Z est I'azote, (a) est (CE^) ^-O-C^R^R-O-^CE^) ^ avec R=H 
ou NH^, (b) et (c) ne sont pas simultanement I'un le radical 

'((m^)^-0'-iCE^)^'-, I'autre le radical -(CE^) ^'^'^^^l^ Z^''^^^'^^ l'' 

4. Complexe selon la revendication 3, caracterise en ce 
que les chaines hydrocarbonees sont des chaines oxyethylenees ou 
polyoxygthylSnees . 

5. Complexe macropolycyclique selon I'une des revendi- 
cations 3 ou 4, caracterise en ce que I'ion de terre rare est choisi 
parmi 1' europium, le terbium, le samarium et le dysprosium* 

6. Complexe macropolycyclique selon l*une quelconque 
des revendications 3 a 5, caracterise en ce que le motif donneur 
d 'energie a une longueur d'onde de phosphorescence inferieure A 
580 nm- 

7. Complexe macropolycyclique selon l^une quelconque 
des revendications 3 3 6, caracterise en ce que le motif molecu- 
laire est choisi parmi la phenanthroline, 1' anthracene, le benzene, 
le naphtalene, les bi- et ter-phenyle, 1 ' azobenzene , I'azopyridine, 
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formules ci-apres : 

- - ^1 " - C^H^ - - X2 - C2H^ - 

Xj et X2 pouvant etre identiques ou differents designent I'oxygene, 
1' azote ou le soufre 




X etant I'oxygene ou I'hydrogene. 

8* Complexe macropolycyclique salon I'une quelconque 

des revendications 3 3. 8, caracterise en ce qu'il est constitue 
de I'ion terbium ou europium complex^ par I'un des composes macro- 
cycliques ci-apres : 

(22)phenanthroline ; (22)phenanthroline amide ; (22) anthracene ; 

(22) anthracene amide ; (2 2)bi-isoquinoleine ; (2 2)biphenyl-bis" 
pyridine ; (2 2)hipyridine (2 2)hi-pyridine amide* ; les macropoly- 

cycles tris-bipyridine, tris-phenanthroline, phenanthroline-bis- 

bipyridine, bi*tso^uinoleine-bis-bypyfidine, bis-bipyridine diphSnyl- 

Mpyridine, 

9. Compose macropolycyclique repondant a la formule : 
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R 




dans laquelle Z est un atome ayant 3 ou 4 valences, R est rien ou 
represent e I'hydrogene, le groupe hydroxy, un groupe amino ou un 
radical hydrocarbon^ , les radicaux bivalents (k^ , (b) et (?) , 
sont independarament I'un de 1' autre des chaines hydrocarbonees qui 
contiennent ^ventuellement un ou plusieurs heteroatomes et sont 
eventuellement interrompues par un heteromacrocycle, au moins 
I'un des radicaux (a) , (b) ou (c) comportant de plus au moins 
un motif moleculaire ou etant essentiellement constitue par un motif 
moleculairc, ledit motif moleculaire possgdant une energie de 
triplet supgrieure h celle du niveau emissif de I'ion de terre rare 
complexe et gtant choisi parmi la phenanthroline, 1' anthracene, 
les bipyridines et les isoquinoleines, a la condition que, lorsque 
Z est I'azote, (a) repond a I'une des formules ci-apres : 




10. Compose selon la revendication 9, caracterise en ce 
que Z est 1* azote et (a) et (b) sont des chatnes polyoxyethylenees. 

11. Compose selon I'une des revendications 9 ou 10, 
caracterise en ce qu'il est I'un des composes ci-apres : 

(22) phenanthroline ; (22) phenanthroline amide ; (22) anthracene, 

(22) anthracene amide ; (223hi-Tisoqninoleine ; (ee> dipheaylbipyridine . 
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12. Compose selon la revendication 9, caracterise en ce 

qu'il est le inacropolycycle(tris-bipyridine) , le macropolycycle- 
(phenanthroline-bis-bipyridine) , le macropolycycle bl-'isoquinoleine- 
bis-bipyridine, le macropolycycle tris-phenanthroline et le macro- 
5 polycycle-bis-bipyridine diphenylbipyridiae, 

13 • Complexe biologique, caracterise en ce qu'il est 

constitue d'une molecule biologiquement active associee par couplage 
avec, ou adsorption sur, un complexe macropolycy clique Hp terre rare 
tel que defini dans les revendications 1, 3 a 8, 

10 14. Complexe biologique selon la revendication 13, 

caracterise en ce que la molecule biologiquement active est choisie 
parmi les antigenes, les anticorps, les anticorps monoclonaux, les 
fragments et combinaisons Ac-fragments, les drogues, les recepteurs, 
les hormones, les recepteurs hormonaux, les bacteries, les steroxdes, 

15 les aminoacides, les peptides, les virus, les vitamines, les nucleo- 
tides ou polynucleotides, les enzymes, leurs substrats, les lectines, 
les acides nucleiques, 1**ADN et I'ARN. 

15. Precede d' exaltation de la fluorescence d*ions de 

terres rares, caracterise en ce qu'il consiste a complexer au moins 
20 un ion de terre rare avec un compOse . macropolycyclique tel que 
defini dans les revendications 1, 3 a 8, et a exciter le motif 
donneur dudit compose. 
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REVENDICATIONS Four l^ETAT CONTRACTANT AT , 

1 Precede d ' exaltation de la fluorescence d'un ion 

de terre rare, caracterise en ce qu'il conrfste a complexer un ion 
de terre rare avec un compose macropolycyclique de formule generale I 
ci-apres ou un de ses sels: 




I 



5 dans laquelle Z est un atome ayant 3 ou 4 valences, R est rien ou 
represente I'hydrogene, le groupe hydroxy, un groupe amino ouun 
radical hydrocarbone, les radicaux bivalents (a) , (b) et 
sont independamment I'un de 1' autre des chaines hydrocarbonees qui 
contiennent eventuellement un ou plusieurs heteroatomes et qui sont 

10 eventuellement interrompues par un heteromacrocycle, au moins I'un 
des radicaux (k^ , ^b) ou (c^ comportant de plus au moins un motif 
moleculaire ou etant essentiellement constitue par un motif molecu- 
laire, ledit motif moleculaire possedant une energie de triplet supe- 
rieure a celle du niveau emissif de I'ion de terre rare complexe et 

15 a exciter le motif donneur dudit compose macro-polycyclique. 

2, Procede d'obtention de complexes macropolycycliques 

de terres rares caracterise en ce qu'il consiste a faire reagir au 
moins un sel de terre rare avec un compose macropolycyclique de for- 
mule: 
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dans laquelle Z est un atome ayant 3 ou 4 valences, R est rien ou 
represente l*hydrogene, le groupe hydroxy, un groupe amino ou un 
radical hydrocarbone, las radicaux bivalents (a) (j) et(c) 
sont independamment I'un de 1 'autre des chaines hydrocarbonees qui 

5 contiennent eventuellement un ou plusieurs heteroatomes et sont 
eventuellement interrompues par un heteromacrocycle , au moins l*un 
des radicaux (a) , ou(c^ comportant de plus au moins un motif 

moleculaire ou etant essentiellement constitue par un motif molecu- 
laire, ledit motif moleculaire possedant une energie de triplet 

10 superieure a celle du niveau emissif de I'ion de terre rare complexe, 

a la condition que, lorsque le sel de terre rare est un sel d' europium 

ou de terbium, Z est 1' azote, A est (CH^) OHD^H R-0-(CH ) 

z 2 6 3 2 2 

et^ne sont pas simultanement I'un le 

radical - (CR^)r^- ^'(^^2^2'' 1 'autre le radical -(CH ) -0-(CH ) -0- 
15 (CH ) • . 2 2 2 2 

2-2 

^- Procede selon la revendication 2, caracterise en 

ce que les chaines hydrocarbonees sont des chaines oxyethylenees ou 
polyoxyethylenees . 

Procede selon I'une des revendications 2 ou 3, 
20 caracterise en ce que I'ion de terre rare est choisi parmi 1 'europium, 
le terbium, le samarium et le dysprosiina. 

5* Procede selon I'une quelconque des revendications 

2 a 4, caracterise en ce que le motif donneur d' energie a une lon- 
gueur d'onde de phosphorescence inferieure a 580 nm* 
6. Procede selon I'une quelconque des revendications 

2 a 5, caracterise en ce que le motif moleculaire est choisi parmi la 
phenan thro line, 1' anthracene, le benzene, le naphtalene, les bi- et ter- 
phenyle, 1 'azobenzene, I'azopyridine, la pyridine, les bipyridines, 
les bi-quinoleines et les composes de formules ci-apres: 
30 - c^H^ - - C,H, - - C^H^ 

^1 ^2 P^""^^^^ ^^^^ identiques ou differents designent I'oxygene, 
1 'azote ou le souffre. 
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X etant I'oxygene ou I'hydrogene. 

7. Precede selon I'une quelconque des revendications 
2 a 6, caracterise en ce que I'ion de terre rare est I'ion d'europium 
ou de terbium et en ce qu'on le complexe avec I'un des composes macro- 

5 polycycliques ci-apres : 

(22) phenanthroline ; (22) phenanthroline amide ; (22) anthracene ; 
(22) anthracene amide ; (22 bi--isoquinbleine ; (22) biphenyl-bis- 
pyridine ; (22) bipyridine ; (22) bipyridine amide; les macropo- 
lycycles tris-bipyridine, tris^henanthrolin^, phenanthroline-bis- 

10 bipyridine, bi-isoquinoleine*bis--bipyridine, bis-bipyridine diphenyl- 
bipyridine. 

8. Precede pour I'obtention de composes macropolycy- 
cliques de formulc 
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dan^ laquelle Z est un atome ayant 3 ou 4 valences, R est rien ou 
represente I'hydrogene, le groupe hydroxy, un groupe amino ou un 
radical Ijdrodarbone , les radicaux bivalents ^a) , ^b) et^^, sent 
independamment I'un de 1 'autre des chaines hydrocarbonees qui con- 
tiennent eventuellement un ou plusieurs heteroatomes et sont eventuel- 
lement interrompuesnpar un heteromacrocycle, au moins I'un des radi- 
caux y ^b) ou^^ comportant de plus au moins un motif molecu- 
laire ou etant essentiellement constitue par un motif moleculaire, 
ledit motif moleculaire possedant une energie de triplet superieure 
a celle du niveau emissif de I'ion de terre rare complexe et etant 
choisi parmi la phenanthroline, 1 ' anthracene , les bipyridines et 
les isoquinoleines, a la condition que, Iprsque Z est 1' azote, 
repond a I'une des formules ci-apres : 





(b^ et (^ne sont pas simultanement - (CE^)^-0-(ClL^)^-O~(CR^)^-, 
caracterise en ce qu'il consiste a condenser des composes chimiques 
conqjortant chacun un des radicaux , ^b) ou (c^et des groupes 

terminaux capables d'etre substitues ou comportant des radicaux fa- 
cilement eliminables. 

9. Procede selon la revendication 8, pour I'ob tent ion 

de composes macropolycycliques de formule I dans laquelle 2 est 1 'azote 

et ^b) sont des chaines polyoxyethylenees caracterise en ce qu'il 
consiste : 
1) a faire reagir: 

- le macrocyle azote constitue par les- deux chaines polyoxyethylenees 
avec 

- une chaine hydrocarbonee comportant ledit motif moleculaire, ladite 
chaine ayant des groupes terminaux clivables, tels que par exemple 
des groupes halogeno, 

dans un solvant anhydre et eventuellement en presente d'un agent reduc- 
teur tel que I'hydrure de sodium ou le carbonate de sodium et 
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10. Procede selon I'une des revendications 8 ou 9, 

caracterise en ce que le macrocycle azote est choisi parmi les macro- 
cycles C (22), bis-bipyridine, et Bis-phenanthroline, et en ce que 
la chaine hydrocarbonee comportant la chaine hydrocarbonee est choisie 
parmi les composes ci-apres: 

- 2,9 - dibromomethyl 1,10 phenanthroline, 

- 2,9 - dicfilorocarbonyl 1,10 -phenanthroline 

- 6,6' -bis-bromomethyl - 2,2' -bipyridine, 

- 2,9 bis-bromomethyl 1,10 - phenanthroline, 

- 1,1' bis - bromomethyl 3,3 - biisoquinoleine, 

- 6,6 '-bis bromomethyl - 4,4* -diphenyl- 2,2' bipy- 
ridine, 

- 9,10 - bis-chlorocarbohyl metbyl - anthracene 
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